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Die Tagesschwankungen der freien 17-OH-Cortlcosteroide, Tetrahydroderi-
vate, Cortole, Cortolone und der freien polaren Corticosteroide bei Gesunden
' r
Von ANNA STANCÄKOVÄ
Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der Chirurgischen Klinik, Universität J. P. Safarik, Kofice, CSS R
(Eingegangen am 22. September 1969) .
Es \vurde die Ausscheidung der freien 17-Hydroxycorticosteroide, der freien polaren Corticosteroide, Tetrahydroderivate, Cortole1) und
Cortolone1) in zwei Zeiträumen im Verlauf von 24 Stunden verfolgt. Die erste Harnportion wurde von 6-—14 Uhr (A), die zweite (B)
von l A—6 Uhr früh am nächsten Tag gesammelt. Die Gruppen der Versuchspersonen bildeten 8 Frauen im Alter von 23—45 Jahren
und 10 Männer im Alter von 22—48 Jahren. Es wurde festgestellt, daß die freien, freien polaren und tetrahydrierten Cortisol^-Meta-
boliten zu einem Anteil von 60—64% in die Harnportion A ausgeschieden werden. Das Verhältnis von A/B ist für diese Cörticosteröid-
fraktionen 2,06, 1,96 und 1,85. Die Ausscheidung von Cortolen1) und Cortolonen1) ist im Laufe des Tages verzögert und das Verhältnis
von A/B ist für C-lT^O^l-Glykole1) im Chloroformextrakt 1,36 und im Äthylacetatextrakt Ijl5. Diese Werte sind gegenüber dem Ver-
hältnis von A/B in der Fraktion der freien, freien polaren und tetrahydrierten Corticosteroide deutlich herabgesetzt.
The diurnal variation of free 17-bydroxycorticosteroids, tetrahydro-derivatives, cor to Is, cortolones and the free polar corticosteroids
in healthy individuals
The excretion of free 17-hydroxycorticosteroids, free polar corticosteroids, tetrahydro-derivatives, cortols1) and cortolones was measured
in two time periods over 24 hours. The first sample (A) was collected between 6 and 14 hours and the second (B) between 14 and 6 hours.
The experimental subjects were 8 women aged 23—45 and 10 men aged 22—48. 60—64% of the free, free polar and tetrahydrogenated
cortisol1) metabolites appeared in sample A. The ratio A/B for the quantities of these corticosteroid fractions was 2.06, 1.96 and 1.85.
During the day, the excretion of cortols and cortolones was retarded and the ratio A/B for C-lT^O l̂-glycols1) was 1.36 in chloroform
extract and 1.15 in ethyl acetate extract. These A/B values are markedly lower than those for the free, free polar and tetrahydrogenated
corticosteroids.
Die rhythmische Konzentrationsänderung von Cortisol1)
und seinen Metaboliten im Blut und im Harn im Verlauf
von 24 Stunden stand oftmals im Vordergrund des
Interesses (l—11). Ihre Bedeutung in der Regulation
und im Stoffwechsel von Steroiden unter normalen und
pathologischen Bedingungen ist anerkannt. In einer
unserer früheren Arbeiten (12) über die Tagesschwan-
kungen der Cortisol1)- und Corticosteron^-Metaboliten
bei Gesunden und Leberkranken registrierten wir für
die 17-Hydroxycorticosteroide in der Morgenaus-
scheidung ein Überwiegen der 11-Hydroxy-Metabolite,
während der Nacht dagegen der 11-Keto-Metabolite.
Das Maximum der Corticosteroidausscheidung lag
zwischen 6—12 Uhr.
Da Cortole1) und Cortolone1) nicht nur durch die Re-
duktion ihrer zugehörigen Zl4-3-Ketone, sondern auch
durch die Reduktion von THF und THE1) entstehen
(13,14,15), untersuchten wir jetzt, ob die Ausscheidung
x) Trivialnamen und Abkürzungen: Cortisol = Zf4-Pregnen-ll/?,17oc-
21-triol-3,20-dion; Cortison = J4-Pregnen-17oc,21-diol-3,ll,20-
trion; Substanz S = J4-Pregnen-17a,21-diol-3,20-dion; THF =
5ß-Pregnan-3<x,lljS,17a,21-tetraol-20-on; THE = 50-Pregnan-
3a,17a,21-triol-ll,20-dion; A-THF = 5a-Pregnan-3<x,110,17a,21-
tetraol-20-on; Cortol = 50-Pregnan-3a,ll£17a,20a,21-pentaol;
0-Cortol = 5ß-Pregnan-3a,llj5,17a,200,21-pentaol; Cortolon= 50-
Pregnan-3a, 17oc, 20 , 21-tetraol-l 1-on; 0-Cortolon = 50-Pregnan-
3oc,17oc,20/?,21-tetraol-ll-on; Cortole = Cortol + ß-Cortol; Corto-
lone = Cortolon + 0-Cortolon; 60-OH-F = ^4-Pregnen-6/?,110,
17a,21-tetraol-3,20-dion; 60-OH-E = J4-Pregnen-60,17a,21-triol-
3,11,20-trion; C-17,20,21-Glykole = Cortole + Cortolone.
dieser Cortisol-Metaboliten verzögert ist. Auch 6ß-
Hydroxycortisol ist nicht nur als ein echtes Nebennieren-
rindenprodukt zu betrachten (16, 17). Diese Substanz
kann im peripheren Gewebe durch 6/?-Hydroxylierung
von Cortisol entstehen (18, 19, 20); aus diesem Grunde
könnte ihre Ausscheidung einen verzögerten Verlauf
haben. Unsere Ergebnisse bestätigen unsere Annahme
im Falle der Cortole und Cortolone, nicht aber im Falle
der freien polaren Corticosteroide.
Methodik
Wir verfolgten die Ausscheidung der Porter-Silber-reagierenden
Corticosteroide und C-17,20,21-Glykole im Urin von 8 gesunden
Frauen im Alter von 23—45 Jahren und von 10 gesunden Männern
im Alter von 22—48 Jahren. Die Versuchspersonen (Klinikpersonal)
sammelten die 24stdg.· Urinmenge in zwei Portionen, die erste von
6 Uhr früh bis 14 Uhr nachmittags (Portion A) und die zweite von
14 Uhr bis zu 6 Uhr früh am nächsten Tag (Portion B). Die Harn-
portion A enthielt in jedem Falle den ersten Morgenurin. Der Urin
wurde ohne Konservierungsmittel im Kühlschrank aufbewahrt und
gleich nach der Sammelperiode verarbeitet. Von beiden Portionen
wurde Y4 bis /5 des Volumens auf pH l eingestellt und mit Chlo-
roform extrahiert. Dieser Extrakt enthält hauptsächlich freie Corti-
costeroide. Dann wurde der Urin mit Athylacetat reextrahiert. Die-
ser Extrakt enthält hauptsächlich freie polare Corticosteroide.
Die Harnprobe wurde weiter bei pH 4,5 mit 0-Glucuronidase aus
Helix pomatia 46 Stdn. inkubiert und wiederholt mit Chloroform
und nach Zugabe von 20proz. (w/v) NaCl-Lösung mit Athyl-
acetat extrahiert. Der erste Extrakt enthält die enzymatisch hy-
drolysierten Corticoide und der nach Äthylacetatextraktion die
enzymatisch hydrolysierten polaren Corticosteroide. Alle Extrakte
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wurden auf einer Silikagel-Kolonne gereinigt und chromato-
graphiert. Die weitere Aufarbeitung wurde an anderer Stelle aus-
führlich beschrieben (21): Die Extrakte der freien Corticosteroide
und der enzymatisch hydrolysierten Corticosteroide wurden
mittels Benzol und Athylacetat quantitativ auf eine Silikagel-
Kolonne aufgebracht und stufenweise mit Benzol und steigenden
Mengen von Chloroform und Athylacetat eluiert. Zuletzt wurde
die Kolonne mit Methanol eluiert. Im Extrakt der freien Corti-
costeroide führten wir die Porter-Silber-Reaktion nur in den
Eluaten, die Cortison, Substanz S und Cortisol enthielten, durch.
Diese Fraktion enthielt auch kleine Mengen von freiem THF und
THE. Aus dem Extrakt der enzymatisch hydrolysierten Corti-
costeroide, in welchem bei der Porter-Silber-Reaktion an erster
Stelle THF, A-THF und THE reagieren, wurden die neutralen
17-Ketosteroide durch eine Mischung von Benzol-Chloroform
beseitigt. Die C-17,20,21-Glykole wurden im Extrakt der enzy-
matisch hydrolysierten Corticosteroide nach Oxydation mit
Perjodsäure und danachfolgender Ätherextraktion als Zimmer-
mann-reagierende 17-Ketosteroide bestimmt. Diese Farbreaktion
wurde in der Relation zur Molekulargewichtsänderung korrigiert.
In unseren Arbeitsbedingungen wurde mit Chloroform 73,2 ±
1,2% 0-Cortolon und 32,7 ± 1,0% 0-Cortol extrahiert. In diesen
Werten ist auch der Verlust angegeben, der durch Extraktion,
Oxydation und Reextraktion mit Äther entsteht. Man kann also
den Chloroformextrakt als eine Fraktion, die vorwiegend Corto-
lone einschließt, betrachten.
Die Extrakte der freien polaren und enzymatisch hydrolysierten
polaren Corticosteroide wurden auf die Silikagel-Kolonne
mittels einer Mischung von Äthylacetat-Methanol aufgetragen
und stufenweise mit Benzol-Äthylacetat, Athylacetat und Methanol
eluiert. Die reine Athylacetat- und Methanol-Fraktion enthält als
Hauptsubstanzen 60-OH-F, wir konnten aber in der Mehrzahl der
Urine auch 6/?-OH-E nachweisen. Im Extrakt der enzymatisch
hydrolysierten polaren Corticosteroide fanden wir mittels Papier-
chromatographie weitere reduzierende Substanzen, die am Start
konzentriert waren. Ihre Identifizierung wurde nicht durchge-
führt. Im Extrakt der freien polaren Corticosteroide wurde nur
die Porter-Silber-Reaktion angewendet. In einem Teil des Ex-
traktes der enzymatisch hydrolysierten polaren Corticosteroide
wurde die Porter-Silber-Reaktion durchgeführt, ein weiterer
Teil wurde mit Perjodsäure oxydiert und der Gehalt von C-17,20,
21-Glykolen mit der Zimmermann-Reaktion gemessen. Nach
Zugabe von reinen Substanzen wurde im Äthylacetatextrakt
28,0 ±1,2% 0-Cortolon und 55,3 ±1,0% 0-Cortol wieder-
gefunden, so daß dieser Extrakt vorwiegend als Cortol-Fraktion
zu betrachten ist.
Ergebnisse
In Tabelle l sind die Werte der freien und freien polaren
Corticosteroide bei gesunden Frauen und Männern in
den Harnportionen A und B verzeichnet. Es ist sichtbar,
daß etwa zwei Drittel (63,6 bzw. 63,0%) der freien
Porter-Silber-positiven Corticosteroide in den Morgen-
und Mittagstunden ausgeschieden werden. Das Verhält-
nis von A/B ist für die Gruppe der Frauen 2,23, für die
Gruppe der Männer 1,90. Keine der Versuchspersonen
wies ein Verhältnis von A/B unter 1,00 aus, wir registrier-
ten also in keiner Harnportion B höhere Werte gegen-
über der Harnportion A.
Ähnliche Ergebnisse erhielten wir in der Analyse der
freien polaren Corticosteroide, die durch Athylacetat
extrahiert werden und vorwiegend durch 6/J-OH-F
repräsentiert sind. Das Verhältnis von A/B ist für die
Gruppe der Frauen 2,03, für Männer 1,88. In keinem
Falle betrug es unter l ,00.
In Tabelle 2 ist die Ausscheidung der konjugierten
Porter-Silber-positiven Corticosteroide bei Gesunden
in den Harnportionen A und B verzeichnet. Die Frak-
tion schließt die Substanzen THF, A-THF, THE und
kleine Mengen von THS ein. Das Verhältnis von A/B
ist für diese Tetrahydroderivate ähnlich wie für die
freien Corticosteroide und beträgt bei den Frauen 1,85
und bei den Männern 1,86. DieWerte der enzymatisch hy-
drolysierten polaren Corticosteroide sind von dem Ver-
hältnis A/B für die Extrakte der freien, der freien po-
laren Corticosteroide und für Tetrahydroderivate eindeu-
tig abweichend (Tab. 4). Sieben von 18 Versuchspersonen
hatten Werte von A/B unter 1,00, d. h. die Ausschei-
dung dieser Substanzen war in den Nachmittags- und
Abendstunden höher.
Die Ausscheidung der mit Chloroform extrahierten
C-17,20,21-Glykole, die vorwiegend Cortolone dar-
stellen, zeigt gleichfalls ein niedrigeres Verhältnis von
A/B (Tab. 3). Die Werte sind für die Gruppe der Frauen
Tab. l
Die Ausscheidung der freien (FC) und freien polaren (FPC) Corticosteroide (0g ± S.D.) in den Harnportionen A und B, der prozentuale Anteil in
























































Die Ausscheidung der Porter^Silber-positiven Substanzen im Extrakt der enzymatisch, il atlaren Corticoster_oide (EPC, P-S posit.) (mg ± S.D.) in den Harnportionen Aund B, der prozentuale Anteil m der Harnportion A, das
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Tab. 3
Die Ausscheidung der C-l 7,20,21-Glykole (mg ± S.D.) im Chloroform(EC)- und Äthylacetatextrakt (EPC) in den Harnportionen A und B, der


























































Die Verhältnisse von A/B für freie (FC) und freie polare (FPC) sowie
enzymatisch hydrolysierte (EC) und enzymatisch hydrolysierte polare
(EPC) und C-l 7,20,21-Glykole in den Extrakten der enzymatisch
hydrolysierten Corticosteroide (EC) und enzymatisch hydrolysierten

































p < 0,02 p < 0,05 p < 0,01
p < 0,02 p < 0,01 p < 0,01
1,42 und für Männer 1,33. Zwei von den Versuchsper-
sonen hatten das Verhältnis A/B von weniger als 1,00.
Ein ausgeprägt niedriges Verhältnis von A/B hatten die
C-17,20,21-Glykole im Äthylacetatextrakt, die zum
größten Teil aus Cortolen bestehen. Für die Frauen war
dieses Verhältnis 1,12, für Männer 1,17. Acht von 18
Versuchspersonen wiesen eine höhere Ausscheidung
dieser Cortisol-Metaboliten in der Harnportion B auf.
In Tabelle 4 sind die Verhältnisse von A/B aller verfolg-
ten Cortisol-Metaboliten für insgesamt 18 Versuchs-
personen verzeichnet. Das Verhältnis von A/B ist für
die Extrakte der freien und freien polaren Corticostero-
ide und für die Tetrahydroderivate des Extraktes der
enzymatisch hydrolysierten Corticosteriode signifikant
unterschiedlich im Vergleich mit dem Verhältnis des
Extraktes der enzymatisch hydrolysierten polaren Corti-
costeroide und den beiden Extrakten von Cortolen und
Cortolonen.
Diskussion
Die Ausscheidung der freien Corticosteroide, die mit
Chloroform extrahiert werden, folgt sehr ausgeprägt
dem bekannten biologischen Rhythmus und bei keiner
von den 18 Versuchspersonen war eine Abweichung
sichtbar. Ganz analog verhielten sich die freien polaren
Corticosteroide. Die Hauptsubstanz dieser Fraktion,
oß-Hydroxycortisol hat ihren Ursprung nicht nur in der
Nebennierenrinde, sie entsteht auch durch 6/?-Hydroxy-
lierung von Cortisol in der Leber, in der Niere ound
Skelettmuskulatur (18, 19, 20). Es scheint jedoch/daß
die gute Wasserlöslichkeit dieses Steroids seine un-
mittelbare Ausscheidung zur Folge hat.
Sehr ähnliche Verhältnisse bestehen in der Ausscheidung
von THF, A-THF und THE, die in der Form von
Glucuroniden zum größten Teil in der Harnportion A
zu finden sind. Abweichende Werte von A/B stellen die
Porter-Silber-positiven Substanzen im Extrakt der
enzymatisch hydrolysierten polaren Corticosteroide vor.
Das Verhältnis ist für beide Gruppen im Durchschnitt
1,23. Wir haben keine Identifizierung dieser Substanzen
unternommen, man kann aber vermuten, daß es sich in
diesem Extrakt um hochhydroxylierte Cortisol-Meta-
boliten handelt, eventuell um Tetrahydro-6j8-OH-F.
Auf die Anwesenheit dieses Tetrahydroderivates in
menschlichem Urin wiesen ULSTROM und Mitarbeiter
(22) und BACCHUS (23) hin.
Die Ausscheidung von C-17,20,21-Glykolen ist in beiden
Extrakten deutlich verzögert und das Verhältnis von
A/B ist gegenüber den Steroidfraktionen der freien und
freien polaren Corticosteroide und Tetrahydroderivate
deutlich herabgesetzt. Da Cortole und Cortolone hoch-
polar und deswegen gut wasserlöslich sind, weist ihre
verlangsamte Eliminierung aus dem Organismus auf
die Tatsache hin, daß sie langsamer als Tetrahydroderi-
vate entstehen und später ausgeschieden werden. Die
Nebennierenrinde hat nur eine begrenzte Fähigkeit, die
Corticosteroide an C-20 zu reduzieren (24). Die Haupt-
rolle in dieser Funktion gehört an der ersten Stelle der
Leber (25, 26), aber auch die Niere (25, 27, 28) und
Skelettmuskulatur (25, 29, 30) sind an dieser Reduktion
in großem Maße beteiligt. Daß es wirklich zu einer
extrahepatischen Reduktion von Cortisol kommt, de-
monstrierte GOLD (31), als er C-20 reduzierte Metabolite
nach Cortisol-Abgabe bei hepatektomierten Hunden
isolierte. Es scheint jedoch, daß die Rolle der Leber in
dieser Richtung eine der wichtigsten ist. ZUMOFF und
Mitarbeiter (32) und BACCHUS (33) konnten bei Patien-
ten mit Lebercirrhose ein relatives Überwiegen von
C-17,20,21-Glykolen gegenüber Porter-Silber-reagieren-
denCorticosteroiden nachweisen. Es scheint also, daß die
Leberschädigung durch veränderte Enzymaktivitäten
oder eine reduzierte Durchblutung eine bisher nicht er-
klärte Erhöhung der C-20 reduzierten Cortisol-Metabo-
liten zur Folge hat. Unsere Ergebnisse über die tägliche
Schwankung der Ausscheidung einzelner Fraktionen der
Cortisol-Metabolite zeigt ganz eindeutig, daß Cortole und
Cortolone langsamer ausgeschieden werden als freie Cor-
ticosteroide und Tetrahydroderivate. Mari kann anneh-
men, daß mindestens ein Teil der C-17,20,21-Glykole
sekundär durch den peripheren Stoffwechsel von THF
und THE bzw. F und E entsteht und aus diesem Grunde
verzögert im Laufe des Tages ausgeschieden wird.
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